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Interleukin-18-indukilé anyag
Kivonat

A talalmany targyat aktiv Osszetevoként tejsavoprotein-hidrolizatumot tartalmazo
interleukin-18-indukal6 anyag képezi.

A talalmany szerinti hidrolizatum készitésekor a tejsavoproteint elényosen 20-30%-o0s
mértékig hidrolizaljak, majd a hidrolizatumbdl egy 10.000 D folotti molekulatomegii frakciot
eltavolitanak ultrasziiréses eljarassal, és a kapott hidrolizatum IL-18 idukal6é anyagként alkal-

mazhato.
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Interleukin-18-indukal6 anyag

A talalmany targyat aktiv osszetevokeént tejsavoprotein-hidrolizatumot tartalmazo inter-
leukin-18-indukal6 anyag képezi.

A talalmany szerinti hidrolizatum készitésekor a tejsavoproteint elényosen 20-30%-os
mértékig hidrolizaljuk, majd a hidrolizatumbol egy 10.000 D folotti molekulatomegii frakciot
eltavolitunk ultrasziiréses eljarassal, és a kapott hidrolizatum IL-18 idukalo anyagkeént alkal-
mazhato.

Altalanossagban elfogadott, hogy a hematopoetikus sejtek novekedéséhez és differenci-
alodasahoz specifikus novekedési- és differencialodasi faktorokra van szitkség. Az érett vér-
sejtek, pl. a vorosvérsejtek, granulocitak, makrofagok, acidofil sejtek, vérlemezkék és limfoci-
tak kialakulasahoz vezetd folyamatban nagyszamu differencialodasi és ndvekedési faktor vesz
részt.

Masrészt az él6 szervezet immunvalasszal reagal a baktériumok vagy virusok okozta
fertdzésre, a daganatképzddésre, a citotoxikus hatasokra stb. Az immunvalaszt a benne részt
vevé immunsejtek kozotti kozvetett és kozvetlen kolcsonhatasok befolyasoljak. Az utdbbi
években a daganatterapiaval kapcsolatos kutatasokban az immunrendszer mikodésére hato, az
idegen anyagok elleni védekezOképességet javité immunmodulator anyagokra terel6dott a fi-
gyelem.

Az osszefoglaloan | citokineknek™ nevezett anyagokrol [ide tartoznak pl. az interleuki-
nok, a kolonia stimulalo faktorok, a tumornekrozis faktor (TNF) és az interferonok] egymas
utan kideriilt, hogy részt vesznek a differencialodasban, a novekedésben és az immunvalasz-
funkciokban. A citokinek gyogyaszati készitményként torténé alkalmazasara szolgalo eljarasok
érdekében géntechnologiai uton torténd eldallitasukra is kisérleteket tettek.

Az interleukin-18 (a tovabbiakban esetenként ,,IL-18") az immunrendszerbeli informa-
cioatvivd anyagok egyike. Ezt a citokint az ‘els® leirasokban még interferon-y indukalo faktor-
nak nevezték [8-27189, 8-191098, 9-289896 szamu japan nyitott szabadalmi bejelentések;
Nature 378, 6552 (1995)], de a késobbiekben mar az _IL-18” megnevezést alkalmaztak ra [Jo-
urnal of Immunology 156, 4274 (1996)].

Az interleukin-18 szerkezetileg az interleukin-1 csaladba tartozo protein, amely funkci-
onalisan az interleukin-12-vel rokon. Az interleukin-18 a T-sejtek és a ,natural killer” sejtek

interferon-y termelésének erételjes indukaloszere. Emellett az interleukin-18 indukalni képes a
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granulocita-makrofag kolénia stimulalo faktor, a tumornekrozis faktor, az interleukin-4, az
interleukin-5, az interleukin-8, az interleukin-10 és az interleukin 13 termelését is. Az
[Macrophage Journal 6, 5 (1999)]; Kohei Miyazono és Kazuo Sugamura: ,,Cytokine and
Growth Factor, Revised Edition”, pp. 46-47. kiad.: Yodosha (1998)]. A interleukin emellett
elnyomja az osteoclastok kialakulasat és feltételezhetoen kozvetleniil szerepet jatszik a csont-
képzés szabalyozasaban [New Function of Cytokine and Life Phenomenon”, Special Issue of
,Experimental Medicine”, 18. kotet, pp. 178-179,, szerk.: Atsushi Miyajima, kiad.: Yodosha
(2000)]. A fenti jellemzSinek koszonhetoen az interleukin-18 allergiaellenes-, gyulladascsok-
kenté-, virusellenes-, antimikrobialis-, daganatellenes agenskent és immunologiai megbetege-
dések terapiajara torténd alkalmazasaval kapcsolatban elérehaladott kutatasok folynak.

A jelenlegi kutatasok egy része az interleukin-18 erds interferon-y indukal6 hatasaval
kapcsolatos. Jelentds kutatasokat végeznek tovabba az immunologiai megbetegedések terapi-
ajaban és megel6zésében feltehetden lényegi szerepet bet6ltd, a citokin in vivo vagy in vitro
indukalasaért vagy amplifikalasaért felelés faktorral kapcsolatban is. Ez idaig mar szamos
citokin-indukalé faktorrol beszamoltak. A kutatasok eredményeként sikeresen meghataroztak
egyes citokin-indukal6 faktorok szerkezetét €s mitkodését, és ezen alapulva kilonb6z6 meg-
betegedések kezelésére szolgalo, kereskedelmi forgalomban kaphato gyogyaszati készitménye-
ket hoztak létre, amelyek az orvoslasban jelenleg is alkalmaznak.

Ezzel szemben a fentiekben emlitett gyogyaszati készitményekben alkalmazott indukalo
faktorok szinte mindegyike csupéan a készitmény parenteralis beadasakor fejti ki hatasat, igy a
gyogyaszati kezelés alkalmazasat a beadasi mod és a vele jaro esetleges nem kivanatos gyogy-
szerreakciok vagy mellékhatasok korlatozzak.

A talalmany targyat hatasat szajon at torténd beadas esetén kifejt6 interleukin-18-
indukalé szer képezi, amely beadasi mod csak elvétve valt ki nem kivéanatos gyogyszerreakciot
és amely pl. antiallergén hatassal is rendelkezik.

A tejprotein citokin-képz6désre gyakorolt hatasara vonatkozo, a citokin indukalo fak-
torok keresésére iranyuld kutatasaink eredményeként kimutattuk, hogy a tejsavoprotein-hidro-
lizatum eldsegiti az interleukin-18 képzOdesét.

A fentiekben felvetett problémara megoldast kinald talalmanyunk targyat a kovetkezok

képezik.
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(1) Interleukin-18-indukal6 anyag, amely aktiv éészetevéként interleukin-18-indukal6
hatéasu, tejsavoprotein hidrolazzal végzett hidrolizalasaval nyert tejsavoprotein-hidrolizatumot
tartalmaz.

(2) Az (1) szerinti interleukin-18-indukalé anyag, amely anyag eloallitasara alkalmazott
hidrolaz a kovetkezok koziil egy vagy tobb lehet: Bacillus subtilis proteaz, tejsavbaktérium-
proteaz, allati- vagy novényi eredetii proteaz.

(3) Az (1) vagy (2) szerinti interleukin-18-indukalé anyag, amely esetében a tejsavopro-
tein-hidrolizatum hidrolizisének aranya 20-30% kozotti.

(4) Az (1) — (3) barmelyike szerinti interleukin-18-indukal6 anyag, amelynek eldallitasa
soran egy 10.000 D molekulatomegii frakcid eltavolitasra keriilt a tejsavoprotein-hidroliza-
tumbol.

(5) A (4) szerinti interleukin-18-indukal6 anyag, amelynek el6allitasa soran a 10.000 D
molekulatomegii frakci6 ultrasziiréssel lett eltavolitva a tejsavoprotein-hidrolizatumbol.

(6) Az (1)-(5) barmelyike szerinti interleukin-18-indukalé anyag, amely legalabb 0,1
tomeg szazalékban tartalmaz tej savoprotein-hidrolizatumot.

(7) Eljaras interleukin-18-indukald hatassal rendelkezd tejsavoprotein-hidrolizatum elo-
allitasara, amely soran tejsavoproteint hidrolazzal hidrolizalunk, majd az igy nyert hidroliza-
tumb6l egy 10.000 D-nal nagyobb molekulatémegii frakciot ultrasziiréssel eltavolitunk.

A leirasban ellenkezd értelmii jelzés hianyaban a hidrolizis fokat kivéve a szazalékos
arany tomegszazalékra vonatkozik.

Az alabbiakban részletesen ismertetjiik a talalmany szerinti megoldast.

A talalméany szerinti interleukin-18-indukalo szer aktiv hatoanyagként interleukin-18-
indukalo hatassal rendelkezd, tejsavoprotein hidrolazzal végzett hidrolizalasaval nyert tejsavo-
protein-hidrolizatumot tartalmaz. A talalmany szerinti interleukin-18-indukalo szer eldallitasa-
hoz alapanyagként alkalmazott tejsavoprotein tetszbleges eredetii lehet, amennyiben az alap-
anyag fo osszetevoként tejsavoproteint tartalmaz. Elényos azonban kereskedelmi forgalomban
kaphato tejsavoproteineket alkalmazni, amilyenek példaul a tejsavoprotein-kondenzatum
(WPC) vagy a tejsavoprotein-izoldtum (WPI). Alternativ modon, a tejsavoprotein tejbdl, so-
vany tejbdl, teljes tejporbol vagy sovany tejporbol a hagyomanyos eljarasokkal allithato elo.

A kovetkezokben a tejsavoprotein hidrolazzal torténd hidrolizalasara szolgald eljarast
ismertetjiik részletesebben. A tejsavoprotein nyersanyagot vizben vagy meleg vizben diszper-

galjuk és oldjuk. Az oldat koncentracioja a talalmany szerinti megoldas szempontjabol nem lé-



10

15

20

25

30

-4-
nyeges. A hatékonysag és mitkodoképesség szempontjabol ugyanakkor rendszerint elényos, ha
a proteintartalomra szamitott koncentraci6 5-15% kozotti.

A szaprofita baktériumok okozta szennyezédés eldidézte romlas megel6zése szem-
pontjabol elényds, ha a tejsavoproteint tartalmazo oldatot 10 perc és 15 masodperc kozotti
idétartamban, 70-90°C kozotti hdmérsékleten sterilizaljuk.

Elény6s tovabba, ha a tejsavoproteint tartalmazé oldat pH-jat ligos vagy savas terme-
szetli anyag hozzdadasaval a hidrolaz pH-optimumara vagy annak kozelére allitjuk be. A talal-
many szerinti megoldasban erre a célra tetszdleges sav vagy lug igénybe vehetd, amennyiben
azok élelmiszeripari vagy gyogyaszati céli felhasznalasa engedélyezett. A lug lehet tobbek ko-
zott natrium-hidroxid, kalium-hidroxid, kalium-karbonat, a sav pedig pl. sosav, citromsav,
foszforsav vagy ecetsav lehet.

A fentieket kovetden a tejsavoprotein oldathoz hidrolaz oldatot adunk. A talalmany
szerinti megoldasban a hidrolaz pontos tipusa nem korlatozo jelentdségi, amennyiben az pro-
tein hidrolizalasara alkalmas. A hidrolaz elényosen endopeptidaz. Endopeptidazként szamos
enzim igénybe vehetd, ilyenek pl. a szerinproteazok, pl. a tripszin és az elasztdz, valamint a
cisztinproteazok, pl. a papain és a bromelain. Kozelebbr6l, a talalmany szerinti megoldasban
elényosnek tekintett proteazok a Bacillus subtilis proteaz, a tejsavbaktérium-proteaz, valamint
az allati- vagy novényi eredetil proteazok. Az ,eredetl” kifejezés arra utal, hogy eredetileg az
emlitett szervezet tartalmazza a proteazt, és nem arra, hogy a proteaz beldle lett kinyerve. igy
pl. a Bacillus subtilis altal termelt proteazt kodolo gént Escherichia coli-ba juttatva €s ott
expresszalva eléallitott proteaz Bacillus subtilis-bol ,,szarmazik”.

A talalmany szerinti megoldasban Bacillus subtilis-bol szarmazo proteazként kereske-
delmi forgalomban kaphato termékek is igénybe vehetdk. Ilyenek pl. a Protease N (Amano
Enzyme Inc.) és a Bioprase (Nagase Chemtex Corporation). A Bacillus subtilis-bol szarmazo
proteazt 1 g tejsavoproteinre szamitva 100-5000 PUN egység mennyiségben alkalmazzuk (az
emlitett egység pontos jelentését a késdbbiekben részletezziik). A Bacillus subtilis-bol szarma-
z6 proteaz kazeinnel (Merck Ltd., Hammerstein) torténd reagaltatasakor egy PUN egység a
Folin-reagens 1 g tirozinnak megfeleld allil-aminosavval 30°C-on 1 percig tart6 reakcioja
eredményeként kapott szinreakcioval egyenértéki enzimaktivitast jelol.

A tejsavbaktériumbol szarmazo proteaz az 54-36235 szami japan szabadalmi irat ,,Al-
kalmazott enzimek” c. része 6. rovatanak 4. soraban ismertetett eljaras szerint allithato el6.
Ennek soran tejsavbaktériumot ismert eljaras szerint tenyésztiink (pl. 48-43878 szamu japan

szabadalmi irat), majd a tapkozeg centrifugalasaval tejsavbaktériumbol allo sejtiiledéket nye-
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riink. A sejtiiledéket sterilizalt vizben szuszpendaljuk, majd a tejsavbaktérium iledéket centri-
fugaljuk, ezt a folyamatot kétszer ismételjiik. A sejtiledéket 20% koncentracioban sterilizalt
vizben szuszpendaljuk, majd sejtiiledék-roncsold berendezéssel (pl. ,,Dyno Mill”, KDL-tipus;
Willy Bachnfen Engineering Works) roncsoljuk, ezt kovetden liofilizalassal a tejsavbaktérium-
bol szarmazé proteazport hozunk létre beldle. A tejsavbaktérium tobbek kozott Lactococcus
nembe tartozd baktérium, pl. Lactococcus lactis, Lactobacillus nembe tartozé baktérium, pl.
Lactobacillus helveticus vagy Lactobacillus bulgaricus, valamint Bifidobacterium nembe tar-
tozo6 baktérium, pl. Bifidobacterium breve vagy Bifidobacterium longum lehet.

A fentiek szerint eldallitott enzimbdl 20-200 aktivitasi egységet adunk 1 g tejsavoprote-
inhez (az aktivitasi egység magyarazatat Id. késobb). Az aktivitasi egységet a kovetkezo eljaras
szerint allapitjuk meg. Az enzimoldat el6allitisahoz a proteazt tartalmazé port 0,2 g/100 ml
koncentracidban 0,1 M foszfatpufferben (pH = 7,0) diszpergaljuk vagy oldjuk. Ezzel parhuza-
mosan leucinil-p-nitroanilid (,,Leu-pNA”; Kokusan Chemical Co. Ltd.) 0,1 M foszfatpufferben
(pH = 7,0) torténd feloldasaval 2 mM-os szubsztratoldatot allitunk el6. A szubsztratoldat és az
enzimoldat 1-1 ml-ét 5 percig 37°C-on reagaltatjuk. Ezt kovetden a reakciot 2 ml 30%-os
ecetsav hozzaadasaval allitijuk le. A reakcidelegyet membransziirén atsziirjik, majd a kapott
filtratum abszorbanciajat 410 nm-en mérjikk. Az 1 pmol Leu-pNA 1 perc alatt torténd lebonta-
sihoz szitkséges enzimmennyiséget 1 aktivitasi egységnek nevezzik. A proteaz aktivitasat a
kovetkezd képlet szerint hatarozzuk meg,

Aktivitasi egység (1 g porra) = 20 x (A/B)

A fenti kifejezésben az A és a B a minta és a 0,25 mM p-nitroanilin 410 nm-en mért

crer

abszorbanciajat jelenti.
Az allati- és vagy novényi eredetli proteaz lehet pl. tripszin, papain vagy bromelain.

A talalmany szerinti megoldasban egy, vagy kettd vagy tobb hidrolaz alkalmazhat6. Két

vagy tobb enzim alkalmazasa esetén az egyes enzimreakciok egyidejiileg vagy elkiilonitve vé-

gezhetdk.

Az oldatot, amelyhez az enzimet adjuk, a tejsavoprotein enzim altali hidrolizisének
megkezdéséhez megfelelé hémérsékleten, pl. 30-60°C-on, elénydsen 45-55°C-on tartjuk. A
reakciét az enzimatikus hidrolizis monitorozasa mellett a hidrolizis kivant aranyanak eléréseig
folytatjuk. A taldlmany szerinti interleukin-18-indukalo anyag aktiv hatdanyagaként alkalma-

zott tejsavoprotein-hidrolizatum kinyerése érdekében végzett hidrolizis aranya elényosen 20-

30% kozotti.
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A protein hidrolizisének aranya a kovetkezoképpen szamithato ki. A minta teljes nitro-
géntartalmat a Kjeldahl-eljaras szerint szamitjuk ki [,,Method of Food Analysis”, p. 102, szerk.:
Japanese Society for Food Science and Technology, kiad.: Korin Publishing Co., Ltd. (1984)],
a mintabeli nitrogén altal képzett formol mennyiségét a formoltitralasi eljarassal allapitjuk meg
[ Experiments of Food Engineering”, 1. kiadas, p. 547, szerk.: Mitsuda és mtsai., kiad.:
Yokendo (1970)], a hidrolizis aranyat pedig a fentiek szerint megallapitott értékekbdl a kovet-
kezd képlet szerint szamitjuk ki:

Hidrolizis aranya = (formol nitrogén mennyisége/0sszes nitrogén mennyiség) x 100.

Az enzimreakciot a hidrolizisoldatban 1évd enzim inaktivalasaval allitjuk le. Az enzim-
reakcié leallitasat a megszokott médon, melegitéses inaktivalo kezeléssel végezhetjik el. A si-
keres inaktivalashoz sziikséges homérséklet és behatasi id6 az alkalmazott enzim
hostabilitasanak figyelembe vételével allapithatd meg. Az inaktivalashoz elegend6 példaul a 80-
130°C-on 30 perc és 2 masodperc kozotti idotartamban végzett kezelés.

Elény6s, ha a fentiek szerint kapott reakcidoldat pH-jat savval, pl. citromsavval 5,5-7,0
kozottire allitjuk be.

Elényosnek tekintjiik, ha a fentiek szerint el6allitott tejsavoprotein-hidrolizatumbol el-
tavolitiuk a 10.000 D-t meghaladé molekulatomegi frakciot. Az ,.eltavolitas” kifejezés a
10.000 D-t meghaladd molekulatomegi frakcio egy részének és egészének eltavolitasat egya-
rant magaban foglalja. Elényos ugyanakkor, ha az emlitett frakciot teljes egészében eltavolit-
juk. Amennyiben az interleukin-18-indukalo funkci6 megmarad, még az sem okoz problémat,
ha a 10.000 D-t meghaladé molekulatomegii frakcio eltdvolitisa eredményeként a 10.000 D-
nal nem nagyobb molekulatomegii frakciobeli nagy molekulatomegii OsszetevOk mennyisége
csokkent is. A 10.000 D-t meghaladé molekulatémegii frakcio eltavolitisa pl. ultrasziiréssel
oldhatd meg. Az ultrasziirés ismert berendezéssel pl. ultrasziird modullal végezhetd (Asahi
Kasei Corporation).

A tejsavoprotein-hidrolizatumot tartalmazé oldat kinyert allapotaban is alkalmazhato.
Alternativ médon, amennyiben sziikséges, a kapott oldatbol ismert eljaras segitségével kon-
centralt oldat is kialakithato, majd a koncentralt oldat ismert eljaras segitségével torténo kisza-
ritasaval port nyerhetiink.

A fentiek szerint elallitott tejsavoprotein-hidrolizatum interleukin-18-indukalé hatassal
rendelkezik. Ennek megfeleléen a tejsavoprotein-hidrolizatum elballitasahoz alkalmazott felté-

telek a tejsavoprotein-hidrolizatum interleukin-18-at indukalo képessége alapjan hatarozhatok
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meg. A talalmany szerinti megoldasban az interleukin-18-indukcio” kifejezés alatt az interleu-
kin-18-at termeld sejtek interleukin-18 termelésének indukciojat értjik.

Az interleukin-18-at biologiai szovetek és sejtek termelik, ilyenek pl. a makrofagok, pl.
a Kupffer-sejtek, a bélnyalkahartya hamsejtjei és a ham keratinocitai. A bélhamszovet
interleukin-18 termelése kiilonésen nagy mértékii. Az interleukin-18 in vivo termelésének nagy
részéért feltehetden a bélhamsejtek felelosek. Ennek megfelelden a talalmany szerinti interleu-
kin-18-indukalé anyag altal kivaltott interleukin-18 termelés legegyszeriibben a biologiai rend-
szerbeli expresszids rendszernek megfelelé kornyezetet biztosito sejtvonal alkalmazasaval iga-
zolhato. Az interleukin-18 termelésére eldnyosen vastagbél-eredetii sejtvonalat alkalmazunk.
Ilyenek példaul a kévetkezd sejtvonalak: Caco-2, COLO0205, SK-CO-1, SW48, T84, HT-29,
HCT-15 és LS180.

Az interleukin-18 termelése a talalmany szerinti interleukin-18-indukalé anyag sejtte-
nyészethez adasaval érhetd el. Ennek soran elényosnek tekintjiikk, ha az aktiv hatéanyagként
alkalmazott tejsavoprotein-hidrolizatum legalabb 1 pg/ml koncentraciéban van jelen a sejtte-
nyészetben. A sejtvonal tenyésztésére megfelelo, kereskedelmi forgalomban kaphat6 tenyész-
tékozeg, pl. RPMI-1640 vagy ,,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (a tovabbiakban sziik-
ség esetén ,DMEM tapkozeg”) alkalmazhat6. A tenyésztés folytatasara alkalmas a
_Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” / ,Ham’s F12 Medium” keveréke (a tovabbiakban
szitkség esetén , DMEM/F12 tapkozeg”). A fenti tapkozeghez 5-20% emberi szérum, szarvas-
marha szérum vagy magzati borjuszérum is adhat6. Szikség esetén a tapkozeg emberi szérum-
albuminnal, szarvasmarha szérumalbuminnal, antibiotikumokkal, ellenanyagokkal vagy 2-
merkaptoetanollal is kiegészithetd. A poliakrilamidgél-elektroforézissel szeparalt interleukin-18
anti-IL-18 ellenanyag alkalmazasan alapul6 western-blot eljarassal mutathato ki.

Ismert, hogy az immunglobulin E (IgE) ellenanyag altalanossagban allergias tiineteket,
pl. bronchusasztmat, allergias orrgyulladast, atopias borgyulladast és taplalékallergiat okoz.
Masrészrol az is tudott, hogy az interleukin-18 in vivo elnyomja az IgE ellenanyag termelését
[ Jmmune Rewievs 20017, Special Issue of ,,Experimental Medicine”, 19. koétet, 5. szam, p.
189, szerk.: Hajime Toriyama, kiad.: Yodosha (2001); Clinical Immunology 30, 191 (1998)].
Ennek megfeleléen a talalmany szerinti interleukin-18-indukalé anyag szajon at torténd beada-
saval eléidézett interleukin-18-indukcié az IgE ellenanyag-termelés elnyomasanak vizsgalataval
is igazolhato.

Az interleukin-18 IgE ellenanyag termelésre gyakorolt gatlasa elonyosen a “helper” T-

sejtek koziil a Thl-nek a Th2 rovasara torténd indukalasan keresztiil érvényesil. Kimutattak,
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hogy az IgG1 ellenanyag és IgG2a ellenanyag termelése a Th1 és Th2 in vivo egyenstlyanak
indikatora [Cell Technology 19, 1828 (2000); Clinical Immunology 30, 191 (1998)]. Az
interleukin-18 indukalasanak hatasa az ellenanyagok vérbeli koncentracidja aranyanak mérésén
keresztiil allapithatéo meg.

A tejsavoprotein-hidrolizatum, amely a talalmany szerinti interleukin-18-indukal6 anyag
aktiv 6sszetevdje tejbdl szarmazo természetes termék, ennélfogva a szajon at torténd felvétel
utan jelentds stabilitast mutat. A tejsavoprotein-hidrolizatum megtalalhat6 pl. a naponta fo-
gyasztott tehéntejben. A tejsavoprotein-hidrolizatum nem toxikus €s hosszabb idon keresztil
torténd, folyamatos felvétele esetén is csak elvétve okoz kedvezétlen gyogyszerhatast vagy
mellékhatast. Ennek megfelelden a tejsavoprotein-hidrolizatum beadasara barmely beadasi mod
igénybe vehetd, ilyen pl. a szajon at torténd beadas. A tejsavoprotein-hidrolizatumbol ismert
eljarasok segitségével pl. tabletta, kapszula, pasztilla, szirup, granulatum, por vagy kendcs al-
lithato eld. A drog vagy gyogyaszati készitmény elballitasahoz a tejsavoprotein-hidrolizatum
mellett a drogelballitasban altalaban igénybe vett egyéb osszetevok, pl. vivoanyagok vagy tol-
tbanyagok, pH-szabalyozd anyagok, szinezbanyagok, izesitdszerek vagy izjavitd anyagok is
alkalmazhatok. Emellett a készitmény barmely mar ismert, vagy a jovoben megismerendd,
interleukin-18-indukalo aktivitassal rendelkez6 anyaggal is kombinalhato.

A talalmény szerinti interleukin-18-indukal6 anyag egyik megvalositasi modjakeént a tej-
savoprotein-hidrolizatum élelmiszer aktiv hatéanyaga is lehet €s beldle interleukin-18-indukalo
hatassal rendelkez6 élelmiszer allithato eld.

A talalmany szerinti interleukin-18-indukal6 anyag interleukin-18-indukalashoz sziikse-
ges aktiv hatoanyaga, a tejsavoprotein-hidrolizatum a végs6 keverék legalabb 0,1 tomegszaza-
lékaban keverhet be a készitményekbe.

A talalméany szerinti interleukin-18-indukal6 anyag alkalmazott adagja tobbek kozott a
péciens koratdl és tineteit6l fligg. Az interleukin-18-indukcio6 elérése érdekében azonban eld-
nyos, ha az interleukin-18-indukalé anyag napi adagja legalabb a 100 mg/testtomeg kg adag
egy része.

A talalméany szerinti megoldast az alabbiakban példakkal illusztralva részletesebben is-
mertetjiik. A talalmany szerinti megoldas azonban nem korlatozodik az alabbi példakra.

1. példa

Savéprotein-hidrolizitum eléallitasa

Kereskedelmi forgalomban kaphato tejsavoprotein kondenzatum (83% proteintartalom;

Arla Foods Ingredients) 10 grammjat 90 g, 106 mg natrium-hidroxidot (San-Ei Gen F. F. L.
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Inc.) tartalmazo tisztitott vizben oldva pH = 8,5 kémhatasu tejsavoprotein-oldatot kaptunk. A
tejsavoprotein-oldathoz 14940 aktivitasi egység (1800 aktivitasi egység / 1 g protein)
,Protease N”-t (Amano Enzyme Inc.), 1660 aktivitasi egység (200 aktivitasi egység / 1 g pro-
tein) , Bioprase”-t (Nagase Chemtex Corporation), 830 aktivitasi egység (100 aktivitasi egység
/ 1 g protein) Lactobacillus helveticus roncsolt sejtiiledéket, valamint 10375 aktivitasi egység
(1250 aktivitasi egység / 1 g protein) tripszint (Novozymes) adtunk, majd a hidrolizis elésegi-
tése érdekében az oldat hdmérsékletét 50°C-on tartottuk. Az enzimreakciot a hidrolizis aranya
alapjan monitoroztuk. Amikor a hidrolizis aranya elérte a 25,7%-ot, az oldat 10 percre 85°C-ra
torténd melegitésével inaktivaltuk az enzimeket. Ezutan az oldatot 10°C-ra hiitottiik. A tejsa-
voprotein-hidrolizatumot 10.000 D molekulatomegnél frakcional6 ultrasziird membranegysé-
gen (SLP-0053, Asahi Kasei Corporation) bocsatottuk at. Az igy nyert frakcio liofilizalasaval
kb. 8,3 g por alaku tejsavoprotein-hidrolizatumot nyertiink. '

2. példa

Interleukin-18-indukilé anyag eléallitasa (1)

Egy 1000 ml-es mozsarba (Nakashima Seisakusho Co. Ltd.) 20 g kristalyos cellulozt
(Wako Pure Chemical Industries) helyeztink, majd a felvétel elésegitése érdekében 20 ml vizet
adtunk hozza. Ezt kovetéen eldzetesen 48-as méret(i sziirdn (Wakamori) atsziirt laktoz
(Meggle GmbH) 25 g-jat, majd az 1. példa szerint eldallitott tejsavoprotein 55 g-jat adtuk a
keverékhez. Az igy kapott nedves anyagot 20-as méretli rozsdamentes acél sziirére helyeztiik
(Wakamori), majd az anyagot kézzel atnyomva rozsdamentes acél tanyérra juttattuk, az igy
képzsdott granulatumot a szaradas érdekében gyorsan egyenletesen szétteritettik. A granula-
tumbél ezutan két napon at 25°C-on szaritogéppel végzett szaritdssal miniatir granulatumot
hoztunk létre. A granulatumot polietilénbdl készitett 20-as méretii sziirén (Wakamori) bocsa-
tottuk at. A sz{irdn atjutott granulatumot széles papirlapon egyenletesen szétteritettiikk. Ehhez
az anyaghoz korabban 48-as sziirén atbocsatott 2 g magnézium-sztearatot (Kanto Kagaku)
adtunk, majd az anyagokbol kézi keveréssel homogén keveréket hoztunk létre. A keverékbdl
tablettakészitd berendezéssel (KT-2, Kimura Seisakusho) 8 mm atméréjii R-rid alkalmazasa-
val, 10 tabletta készitésének megfeleld nyomoerd mellett tablettakat hoztunk létre. A tablettak
tomege 6,2 g, Monsanto-féle keménységiik 3,5-5,0 kg volt. Ezen az aton 16 db interleukin-18-

indukalé hatast tablettat hoztunk létre, amelyek kb. 50% tejsavoprotein-hidrolizatumot tartal-

maztak.
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3. példa

Interleukin-18-indukalé anyag eléallitasa (2)

Hatszaz g laktozt (Meggle GmbH), 400 g kukoricakeményitét (Nissin Seifun), 400 g
kristalyos cellulozt (Wako Pure Chemical Industries) és az 1. példa szerint eléallitott tejsavo-
protein-hidrolizatum 600 g-jat 50-es méretii sziiron (Yamato Scientific Co., Ltd.) atbocsatva
nyert por alakd anyagot 0,5 mm-es vastagsagu polietilén zsakba toltottik, majd tobbszori fel-le
forgatassal osszekevertiik, végiil az anyagot 275 mg-os adagokban teljesen automatizalt kap-
szulatolté berendezés (,,prés” tipusl, Sesser Pedini) segitségével kapszulakba (Japan Elanco,
No. 1 zselatinkapszula, Op. Yellow No. 6 test, ures tomeg 75 mg) toltottik. A fentiek ered-
ményeként 7000 db, interleukin-18-indukalé hatasi kapszulat nyertink.

1. példaértékii vizsgalat

Ebben a vizsgalatban az interleukin-18-indukalé hatast tanulméanyoztuk.

(1) Vizsgalati mintak

Az 1, 2., 3. és 4. minta elkészitéséhez az 1. példa szerint eloallitott tejsavoprotein-hid-
rolizatumot 0,1 pg/ml, 1 g/ml, 10 g/ml és 100 g/ml koncentraciéban 5% magzati borjuszéru-
mot (GIBCO) tartalmaz6 DMEM/F-12 tapkozegben (ICN Biomedicals, Inc., katalogusszam:
1-800-854-0530) oldottuk. Kontroll mintaként 100 pg/ml koncentraciéban 5% magzati borju-
szérumot tartalmazo6 DMEM/F-12 tapkozegben szarvasmarha szérumalbumint oldottunk. Tej-
protein kontroll minta eldallitasa érdekében az 1. példaban a tejsavoprotein kondenzatumot ka-
zeinre cserélve hidrolizissel nyert kazein-hidrolizatumot 100 png/ml koncentracioban 5% mag-
zati borjuszérumot tartalmaz6 DMEM/F-12 tapkozegben oldottuk.

Az interleukin-18 indukalasara Caco-2 (ATCC HTB-37) jelti bélhamsejt-vonalat alkal-
maztunk.

(2) Vizsgalati eljaras

A Caco-2 jelii bélhamsejt-vonal sejtjeinek 1 x 10* mennyiségét 5% magzati borjuszéru-
mot tartalmaz6 DMEM/F-12 tapkozegben szuszpendaltuk. Az igy kapott szuszpenziobol 1-1
ml-t 12 tregl tenyésztStalca (Falcon) uregeibe juttattunk, majd a sejteket hat napig, konfluens
allapotuk eléréséig tenyésztettiik. Ezt kovetden a sejteket két alkalommal DMEM/F-12 tapko-
zeggel mostuk, majd az iiregekbe az 1-4. mintak, a kontroll minta, a tejprotein kontroll minta
és az 5% magzati borjuszérumot tartalmaz6 DMEM/F-12 tapkozeg 1-1 ml-ét mértiik, majd az
inkubalast tovabbi 8 oOran at folytattuk. A tenyésztést kovetden a tenyészetek feliiliszojat

aspirator berendezés segitségével leszivtuk, majd a sejteket 4°C-on két alkalommal Dulbecco-
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féle foszfat-pufferolt sdoldattal (a tovabbiakban ,PBS”) mostuk. Ezutan a sejteket 0,1% natri-
um-dodecil-szulfatot (a tovabbiakban ,,SDS”), 1% NP40-et, 0,5% natrium-dezoxikolatot és
0,5 mM fenilmetanszulfonil-fluoridot tartalmazé6 PBS oldat 0,2 ml-ével lizaltuk. A
sejtlizatumot a feliiluszo kinyerése érdekében 10.000 fordulat/perc sebességgel 4°C-on 10 per-
cen keresztiil centrifugaltuk. Ebben a vizsgalatban az 1-4. mintak, a kontroll minta, a tejprotein
kontroll minta és az 5% magzati borjiszérumot tartalmaz6 DMEM/F-12 tapkozeg jelenlétében
tenyésztett sejtek lizatumanak feliluszojat 1-4. mintanak, kontroll csoportnak, tejprotein kont-
roll csoportnak és negativ kontroll csoportnak neveztiik.

Az egyes csoportok esetében megallapitottuk a mintak proteintartalmat. Minden egyes
csoportbeli proteinminta 10 pg-jat nem-redukal6 allapotban 16%-os SDS poliakrilamid
elektroforézis gélen (TEFCO) elektroforetizaltuk. Ezt kovetden a gélen szétvalasztott protei-
neket blottol6 membranra (Hybond-P, Amersham Pharmacia) vittiikk. A blottolé6 membrant 5%-
os koncentracioju, PBS-ben higitott sovany tejjel (DIFCO) blokkoltuk. Ezt kovetéen a memb-

oran at kezeltiik. A blottolé membrant ezutan mostuk, majd 1:5000 aranyban higitott, peroxi-
dazzal jelzett szekunder anti-egér IgG (MBL) oldataval 1 6ran a4t inkubaltuk. A szekunder el-
lenanyaggal tortént kezelés utan a membrant mostuk, majd ,,ECL Plus” (Amersham Pharmacia)
fluoreszcens szubsztratoldattal kezeltiik. Kozvetleniil ez utan a fluoreszcens reakciot rontgen-

film alkalmazasaval mutattuk ki. Az igy eldallitott képet denzitométer segitségével szamszerti

értékekké alakitottuk. A csoportok interleukin-18-indukalé aktivitasat a negativ csoporthoz .

(mint 100%-hoz) viszonyitott relativ aktivitasként hataroztuk meg.

(3) Vizsgalati eredmények

A fentiekben részletezett vizsgalat eredményeit az 1. tablazat tartalmazza. Az 1. tabla-
zatban az egyes csoportok interleukin-18-indukalé aktivitasa lathat6. Amint az jol lathato, a
tejsavoprotein-hidrolizatum koncentracidjanak emelésével az 1-4. kisérleti csoportok esetében
nétt az interleukin-18-indukalé aktivitas mértéke. Azt is megallapitottuk tovabba, hogy a fenti
korilmények kozott a tejsavoprotein-hidrolizatum legaldbb 1 pg/ml-es tipkodzegbeli koncent-
raciojanal lehetett interleukin-18-indukalo aktivitast megfigyelni. A kontroll csoportként alkal-
mazott szarvasmarha szérumalbumin és a tejprotein kontroll csoportként alkalmazott kazein-
hidrolizaitum nem fokozta az interleukin-18 termelését. E vizsgalat eredményei alapjan az

interleukin-18-indukalé aktivitas a tejsavoprotein-hidrolizatumnak volt koszonhetd.
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1. tablazat
Vizsgalati csoport IL-18-indukald aktivitas (%)
1. kisérleti csoport 95,7
2. kisérleti csoport 125,0
3. kisérleti csoport 147,7
4. kisérleti csoport 2147
Kontroll csoport 90,3
Tejprotein kontroll csoport 92,3

2. példaértéki vizsgalat

Ezt, a szérumbeli IgE ellenanyag mennyiségének meghatarozasan alapulo vizsgalatot a
talalmany szerinti interleukin-18-indukal6 anyag hatékony adagjanak megallapitasa érdekében
végeztik.

(1) Vizsgalt mintak

A vizsgalathoz az 1. példa szerint elSallitott tejsavoprotein-hidrolizitumot alkalmaz-
tunk 30 mg/ml koncentracioban élettani sooldatban (Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.) oldva.
Az élettani sdoldatot (Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.) negativ kontrollként is igénybe vettiik.

(2) Vizsgalati eljaras

Kisérleti allatként 50, véletlenszerlien 10 allatbol allo kisérleti csoportokba sorolt hat
hetes himivara BALB/c egeret (Charles River Japan) alkalmaztunk.

Antigénként 1 mg aluminium-hidroxid adjuvanshoz (Wako Pure Chemical Industries)
adszorbealt 2,5 ng ovalbumint (Sigma) hasznaltunk, amelyet intraperitonealis injektalassal jut-
tattunk a kisérleti allatokba. A beadas utan az allatokat harom napig nem kezeltikk. A vizsgalt
mintakat harom egymast kovetd napon gyomorszondan keresztiil adtuk be, a tejsavoprotein-
hidrolizatum beadott adagja az egyes vizsgalati csoportok esetében 0 mg/testtomeg kg/nap
(negativ kontroll), 30 mg/testtomeg kg/nap, 100 mg/testtomeg kg/nap és 300 mg/testtomeg
kg/nap volt. Az allatokat ezutan 4 napig nem kezeltik, majd harom egymast kovetd napon
ujabb kezelést végeztiink. Egy nap elteltével az egerek szivébdl vett vérbol szérummintakat
nyertink.

A szérummintak IgE koncentracidjat ELISA-val allapitottuk meg. Ennek soran primer
ellenanyagként R35-92 jelzésii anti-egér IgE monoklonalis ellenanyag (PharMingen) oldatat 96

iiregli mikrotiter talcara (Nunc) jutattuk és egy éjszakan at 4°C-on adszorbealtattuk. Ezutan
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szarvasmarha szérumalbuminnal blokkol6 kezelést végeztiink, majd a lemez iiregeibe jutattuk a
vizsgalt szérummintakat. Ezt kvetden szekunder ellenanyagként R35-118 jelzésii biotin-jelzett
anti-egér IgE monoklonalis ellenanyag (PharMingen) oldatat, majd peroxidazzal jelzett avidin
D-t (Vector Laboratories) juttattunk az iregekbe. A szinreakcid kialakulasat peroxidaz
szubsztratoldat (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.) mint szinreakciot okozé pufferoldat
hozzaadasaval értiikk el. Az IgE koncentraciot a reakciodoldat abszorbancidjanak 405 nm-es
hullamhosszon torténé mérésével allapitottuk meg. A kisérleti csoportokba tartozé 10 allat
esetében kapott értékek atlagolasaval hataroztuk meg az egyes kisérleti csoportokra jellemzd
IgE koncentraciot.
(3) Vizsgélati eredmények
A vizsgalat eredményeit a 2. tablazat tartalmazza. A 2. tablazatban az interleukin-18-
indukal6 anyag beadott mennyisége és az IgE koncentracid kozotti osszefiiggés lathatd. Amint
a tablazat adataibol kideriil, a legalabb 100 mg/kg testtomeg kg/nap adagban alkalmazott tejsa-
voprotein-hidrolizatum gétolta az IgE ellenanyag képzOdését. Ez az eredmény az IgE ellen-

anyag termelését gatlo interleukin-18 sikeres in vivo indukalasara utal.

2. tablazat
Az interleukin-18-indukal6 anyag adagja IgE koncentracio6 (ng/ml)
(mg/ttkg/nap)
0 | 3965,2
30 3543,1
100 26843
300 2015,1

3. példaértékii vizsgalat

Ezt, a szérumbeli IgG1 és Ig2a ellenanyagok koncentracioja aranyanak meghatarozasan
alapul6 vizsgalatot a talalmany szerinti interleukin-18-indukal6 anyag hatékony adagjanak
megallapitasa érdekében végeztiik.

(1) Vizsgalt mintak

A vizsgalathoz az 1. példa szerint elballitott tejsavoprotein-hidrolizatumot alkalmaz-
tunk 30 mg/ml koncentraciban élettani séoldatban (Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.) oldva.

Az élettani sdoldatot (Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.) negativ kontrollként is igénybe vettik.
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(2) Vizsgalati eljaras

A szérummintak IgG1 és IgG2a koncentracidjat a 2. példaértékii vizsgalatban ismerte-
tett ELISA-val hataroztuk meg, azzal a kiilonbséggel, hogy primer ellenanyagként A85-3 jelzé-
st anti-egér IgG1 monoklonalis ellenanyag (PharMingen) oldatat valamint R11-89 jelzésii anti-
egér IgG2a monoklonalis ellenanyag (PharMingen) oldatat alkalmaztuk, szekunder ellenanyag-
ként pedig A85-1 jelzésii, biotin-jelzett anti-egér IgG1 monoklonalis ellenanyag (PharMingen)
oldatat valamint R19-15 jelzésii biotin-jelzett anti-egér Ig2a monoklonalis ellenanyag
(PharMingen) oldatat vettiik igénybe.

(3) Vizsgalati eredmények

A vizsgalat eredményét a 3. tablazatban foglaltuk Ossze. A 3. tablazatban az
interleukin-18-indukalé anyag beadott mennyisége és az IgG1/Ig2a koncentracid aranya ko-
zotti Osszefliggés lathatd. Amint a tablazat adataibol kideriil, a talalmany szerinti interleukin-
18-indukalé anyag beadott mennyiségének novelésével csokkent az IgG1/Ig2a koncentracio-
hanyados értéke. Ilyen lényeges mértékii valtozas a legalabb 100 mg/kg testtomeg kg/nap
adagban alkalmazott tejsavoprotein-hidrolizatum esetén volt megfigyelhetd. A vizsgalat ered-
ményei arra utalnak, hogy az interleukin-18 termelés indukalasaval a Thl-et elonyben részesitd

korulmények alakultak ki. Az interleukin-18 adagjanak optimalis mennyisége megegyezett a 2.

példaértékii vizsgalatban megallapitottal.

3. tablazat
Az interleukin-18-indukal6é anyag adagja IgG1/IgG2a koncentracio-hanyados
(mg/ttkg/nap)
0 0,664
30 0,593
100 0,435
300 0,419

Ipari alkalmazhat6sag

A fentiekben részletezettek szerint a taldlmany targyat aktiv osszetevoként tejsavopro-

tein-hidrolizatumot tartalmazé interleukin-18-indukalé anyag képezi. A talalmany szerinti

megoldas a kovetkezdket igazolja.
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(1) Lehet6ség van az interleukin-18 hatékony indukalasara.

(2) Mivel az interleukin-18-indukal6 anyag tejproteinbdl szarmazik, igy csak elvétve
okoz kedvezdtlen gyogyszerhatast. A talalmany szerinti interleukin-18-indukal6 anyag hosszu
idon keresztiil, folyamatosan alkalmazhato.

(3) A talalmany szerinti interleukin-18-indukal6 anyag szajon at adagolhat6. A hagyo-
manyos injekcios gyogyszerformaval szemben ez a kiszerelés kényelmesen és rendkiviil sokol-
daluan alkalmazhat6.

(4) A talalmany szerinti interleukin-18-indukalé anyag viszonylag olcs6 alapanyagbol,

tehéntejbol allithato elo, és tomegtermelésre is alkalmas.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Interleukin-18-indukalé anyag, amely aktiv osszetevéként interleukin-18-indukald
hatasu, tejsavoprotein hidrolazzal végzett hidrolizalasaval nyert tejsavoprotein-hidrolizatumot
tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti interleukin-18-indukal6 anyag, amely anyag el8allitasara al-
kalmazott hidrolaz a kovetkezdk kozil egy vagy tobb lehet: Bacillus subtilis proteaz, tejsav-
baktérium-proteaz, allati- vagy novényi eredetii proteaz.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti interleukin-18-indukalé anyag, melynek esetében a
tejsavoprotein-hidrolizatum hidrolizisének aranya 20-30% kozotti.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti interleukin-18-indukalé anyag, amelynek
eléallitasa soran egy 10.000 D molekulatomegii frakcié eltavolitasra keriilt a tejsavoprotein-
hidrolizatumbol.

5. A 4. igénypont szerinti interleukin-18-indukalé anyag, amelynek eléallitasa soran a
10.000 D molekulatomegii frakcié ultrasziiréssel lett eltavolitva a tejsavoprotein-hidroliza-
tumbol.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti interleukin-18-indukalé anyag, amely teljes
tomegére vonatkoztatva legalabb 0,1 szazalékban tartalmaz tejsavoprotein-hidrolizatumot.

7. Eljaras interleukin-18-indukal6 hatasu tejsavoprotein-hidrolizatum eldallitasara, azzal
Jellemezve, hogy az eljaras soran tejsavoproteint hidrolazzal hidrolizalunk, majd az igy nyert

hidrolizatumbol egy 10.000 D-nal nagyobb molekulatomegii frakciot ultrasziiréssel eltavoli-

tunk.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Pethé Arpad

szabadalmi tigyvivo
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